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Patologias do tecido conjuntivo estão entre as mais comuns desde a infância 
até a idade adulta. Por muito tempo, as pesquisas sobre estas doenças se 
basearam em descrever a epidemiologia e o quadro clínico, do ponto de vista da 
evolução, do tratamento e das consequências para os portadores. Neste trabalho, 
estudamos geneticamente indivíduos portadores de duas patologias importantes que 
afetam tecido conjuntivo: a tendinopatia primária do tibial posterior e a 
craniossinostose. As tendinopatias resultam de desarranjos na matriz extracelular 
tendínea que ocasiona disfunção do tecido conjuntivo denso e consequente 
dificuldade de movimentos. A craniossinostose, por sua vez, é uma das mais graves 
anormalidades do desenvolvimento e resulta da ossificação precoce de uma ou mais 
suturas entre os ossos cranianos. Mediante parceria com o Departamento de 
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 
foram selecionadas 50 mulheres com tendinopatia primaria do tibial posterior 
submetidas a tratamento cirúrgico, com a doença confirmada por exame 
histopatológico (degeneração mixóide associado à proliferação vascular multifocal) e 
por imagem de ressonância magnética (T2 mostrando sinal intermediário de 
intensidade e espessamento do tendão) e 100 mulheres assintomáticas na 
topografia do tendão, que não mostram mudanças de sinal na ressonância 
magnética. Análise genotípica por PCR-RFLP foi realizada para avaliar a influência 
do polimorfismo -519 (rs1144393) do MMP-1 isoladamente e em haplótipo com o 
polimorfismo -1607 (rs1799750) também do MMP-1 na insuficiência primária do 
tendão tibial posterior. Em parceria com os Laboratórios de Biologia do 
Desenvolvimento e de Genética Humana do Departamento de Genética e Morfologia 
da Universidade de Brasília genomas de 13 casos de craniossinostose, inicialmente 
caracterizados como não sindrômicos, foram estudados por meio de análise 
cromossômica por microarranjo de DNA (CGH-Array) utilizando a plataforma 
Cytoscan 750k (Affymetrix) no intuito de investigar a presença de rearranjos 
cromossômicos submicroscópicos. Nossos resultados mostram que o alelo G do 
polimorfismo -519 da MMP-1 aumenta a susceptibilidade à tendinopatia do tibial 




indicou uma diferença significativa entre os dois grupos (p ≤ 0,0001). Haplótipos G-
2G e A-2G parecem ser fator de risco (G–2G, p < 0.001; OR = 5.72 (CI, 2.84–11.52) 
e A–2G p = 0.002, OR = 3.95 (CI, 1.65–9.44). Em relação ao estudo molecular de 
pacientes com craniossinostose verificamos em dois pacientes duplicação parcial 
distal do braço longo do cromossomo 1, sugerindo um possível papel dos genes 
relacionados às proteínas morfogenéticas WNT9A, WNT3A e do regulador de 
sinalização por proteínas G-7 (RGS7) na etiologia de malformações das suturas 
cranianas. Com isso identificamos marcadores genéticos relacionados à 
tendinopatia primaria do tibial posterior e à craniossinostose, aumentando o 
conhecimento molecular a respeito da etiologia de tipos diferentes de patologias do 
tecido conjuntivo propriamente dito.  
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Connective tissue diseases are common from childhood to adulthood. For a long 
time, research on these diseases were based on describe the epidemiology and 
clinical features related to the development, treatment and consequences for 
patients. We studied genetically individuals with two important diseases that affect 
connective tissue: the primary tendinopathy of the posterior tibial and 
craniosynostosis. Tendinopathies result of tendon extracellular matrix breakdowns 
that cause dysfunction of dense connective tissue and consequent difficulty in 
movement. Craniosynostosis is one of the most severe developmental abnormalities 
and results from one or more sutures early ossification between the cranial bones. 
Through a partnership with the Department of Orthopedics and Traumatology of the 
Faculty of Medicine of the São Paulo University, were selected 50 women with 
primary tendinopathy of the posterior tibial treated surgically and with the disease 
confirmed by histopathology (myxoid degeneration associated with multifocal 
vascular proliferation) and magnetic resonance imaging (T2 showing intermediate 
signal intensity and thickening tendon) and 100 asymptomatic women in the tendon 
topography and show no sign changes in magnetic resonance imaging. Genotypic 
analysis by PCR-RFLP was performed to evaluate the influence of the -519 
polymorphism (rs1144393) MMP-1 alone and in haplotype with the -1607 
polymorphism (rs1799750) also on the MMP-1 in the etiology of primary failure of the 
posterior tibial tendon. In partnership with the Developmental Biology and Human 
Genetics Laboratories of the Department of Genetics and Morphology of the 
University of Brasilia, genomes of 13 cases of craniosynostosis, initially characterized 
as non-syndromic, were studied by DNA microarray human chromosome analysis 
(CGH-Array) using the Cytoscan platform 750k (Affymetrix) in order to investigate the 
presence of submicroscopic chromosomal rearrangements. Our results show that the 
G allele of the -519 polymorphism of MMP-1 increases the susceptibility of the 
posterior tibial tendinopathy (p ≤ 0.01). Haplotype Analysis of the -519 and -1607 
polymorphism of MMP-1 indicated a significant difference between the two groups (p 
≤ 0.0001). Haplotypes G-A-2G and 2G appear to be a risk factor (G-2G, p <0.001; 
OR = 5.72 (CI, 2.84-11.52) and A-2G p = 0.002, OR = 3.95 (CI, 1.65-9.44). 




partial duplication patients throughout the chromosome 1 arm, suggesting a possible 
role of genes related to morphogenetic proteins WNT9A, WNT3A and the signaling 
regulator of G-7 protein (RGS7) in the etiology of cranial sutures development. We 
identified genetic markers related to primary tendinopathy of the posterior tibial and 
craniosynostosis, increasing molecular knowledge about the etiology of different 
types of connective tissue disorders itself.  
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O tecido conjuntivo é o mais abundante entre os que constituem os animais. 
É originado a partir da diferenciação do mesoderma e do neuroectoderma 
embrionário e entre seus subtipos estão o conjuntivo propriamente dito, o ósseo, o 
cartilaginoso, o sanguíneo, o hematopoiético, o adiposo, o elástico, o mucoso e o 
mesenquimal. Nestes, existe em comum uma rica matriz extracelular, constituída por 
moléculas variadas, entre as quais se destacam as proteínas fibrosas, as 
proteoglicanas e as glicoproteínas, que são secretadas localmente e reunidas em 
uma rede organizada e em estreita associação com a superfície das células que as 
produzem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ALBERTS, et al., 2010). Em condições 
fisiológicas normais, a manutenção destas moléculas é regulada por diversos 
mediadores tais como citocinas, fatores de crescimento e metaloproteases de matriz 
extracelular (MMPs) (ALEXANDER et al., 1991). 
Além de promover a conexão entre os outros tipos de tecidos do corpo 
atribui-se também ao tecido conjuntivo as funções relacionadas ao suporte estrutural 
e mecânico do organismo, transporte de fluidos, reserva de nutrientes e a promoção 
de um sítio ideal para a migração e comunicação celular. Na presença de patologias, 
os constituintes do conjuntivo estão relacionados à cicatrização de feridas, por meio 
da proliferação celular e síntese de moléculas de preenchimento, e à imunidade 
contra patógenos, em razão da presença de células locais apresentadoras de 
antígenos e secretoras de mediadores da inflamação (CLARK 1996). No 
desenvolvimento embrionário e na diferenciação celular as moléculas da matriz 
extracelular estão relacionadas à promoção da diferenciação, maturação e divisão 
celular (ROZARIO; DeSIMONE, 2010) 
Diferente das propriedades dos tecidos epitelial, muscular e nervoso, que 
dependem principalmente de suas células, a abundância de moléculas da matriz 
extracelular no tecido conjuntivo a torna essencial para a funcionalidade do tecido. 
As doenças que acometem os tecidos conjuntivos são comuns desde a infância até 
a idade adulta e tendem a apresentar graus variáveis de risco para a saúde. Entre 
as anormalidades conjuntivas encontram-se lesões celulares e fibrosas, 





Por muito tempo os estudos sobre estas doenças se basearam em 
descrever a epidemiologia e o quadro clínico quanto à evolução, o tratamento e as 
consequências para os portadores. Algumas destas condições permanecem 
idiopáticas. Entretanto, o avanço das tecnologias de pesquisa e a decodificação 
completa do genoma humano e de outros modelos animais têm permitido elucidar a 
origem das doenças que afetam os tecidos conjuntivos. Com isso, hoje sabemos 
que estas doenças podem ter origem genética, ambiental ou multifatorial, como por 
exemplo em consequência da associação de anormalidades genéticas com 
infecções, traumas, autoimunidade, exposição à radiação e agentes xenobióticos, 
entre outros fatores que podem atuar isoladamente ou em conjunto (WINFIELD et 
al., 2008). 
Nos últimos anos, as pesquisas em genética, biologia celular, molecular e do 
desenvolvimento têm aumentado o conhecimento em relação às doenças do tecido 
conjuntivo que são influenciadas geneticamente (MURPHY-RYAN et al., 2010). A 
ciência experimental colhe frutos de pesquisas que detalharam genética e 
molecularmente a origem e o desenvolvimento de patologias que envolvem 
anormalidades conjuntivas. Como consequência, por exemplo, a relação da genética 
com as tendinopatias se tornou evidente através de estudos como o de Mokone e 
colaboradores (2005), o qual relacionou o polimorfismo no gene da tenascina-C com 
a tendinopatia do tendão calcâneo. A partir desse momento, diversos autores 
mostraram a associação entre polimorfismos genéticos e as tendinopatias, 
estudando diferentes genes como os que expressam fator transformador de 
crescimento, fator de diferenciação de crescimento, fator de crescimento de 
fibroblastos e seus receptores, proteína morfogenética óssea, beta-defensina, 











TABELA 1 – Histórico de trabalhos onde foi analisada a associação de 
polimorfismos genéticos com tendinopatia. 
Tendão Gene-polimorfismo População Referências 
Quadríceps  COL5A1-rs12722 Um – relato de caso  
Itália 
GALASSO et al; 
2012 
 COL5A1- rs12722 Um – relato de caso  
Itália 
LONGO et al; 
2010 
     
Tibial 
posterior 




 MMP8-rs1320632 50 casos e 100 controles 
Brasil 
GODOY-
SANTOS et al; 
2013 




MMP3-rs3025058 40 esportistas, 46 não 
esportistas Tailandia 
MALILA et al; 
2011 
 COL5A1-rs12722; rs13946  129 casos e 216 controles  
África do Sul 
POSTHUMUS 
et al; 2009 
 COL1A1-rs1800012 117 casos e 130 controles  
África do Sul 
POSTHUMUS 
et al; 2009 
 COL1A1-Sp1 G/T  
 
358 casos e 325 controles  
África do Sul  
KHOSCHNAU 
et al; 2008 
    
Achilles BMP4-rs2761884  
FGF3-rs12574452 
52 casos e 86 controles 
Brasil 





184 casos e 338 controles 
África do Sul e Austrália 
HAY et al; 2013 
 TIMP2-rs1054480 
ADAMTS14-rs4747096  
175 casos e 247 controles 
África do Sul e Austrália 
KHOURY et al; 
2013 
 IL-1β-rs1143627  
IL-1β-rs16944  
IL-6-rs1800795 
369 casos e 175 controles 










et al; 2009 
 MMP3-rs679620; rs591058; 
rs650108  
COL5A1-rs12722 
114 casos e 98 controles 
Reino Unido 
RALEIGH et al; 
2009 
 COL5A1-rs12722; rs13946; 
rs10858286;  rs3196378; 
rs11103544;  rs4504708; 
rs3128575  
85 casos e 210 controles 
Australia 
93 casos e132 controles 





85 tendinopatia e 41 rupturas 
África do Sul 
POSTHUMUS 
et al; 2009 
 COL12A1- rs240736; rs970547 
COL14A1- rs4870723; rs1563392 
93 tendinopatia e 43 rupturas  





72 tendinopatia, 39 rupturas 
e 129 controles 
África do Sul 
MOKONE et al; 
2006 
 TNC (tenascina C)  114 casos e 127 controles 
África do Sul 
MOKONE et al; 
2005 










Outros estudos demonstraram que o fechamento das suturas cranianas 
depende da expressão de genes que codificam moléculas tais como a 
ameloblastina, o fator de transcrição relacionado à Runt do tipo 2, proteína 
morfogenética óssea, Indian Hedgehog, fator de crescimento tumoral do tipo beta, 
colágeno, fator de crescimento de fibroblastos e seus receptores do tipo 1 e do tipo 
2, entre outros (TABELA 2). Estas análises têm proporcionado uma melhor 
compreensão das doenças do conjuntivo e podem auxiliar o desenvolvimento de 
terapias que atuem seletivamente nas moléculas alteradas e em genes alvo no DNA, 
aumentando a eficiência dos tratamentos convencionais e diminuindo os efeitos 
colaterais (METZGER et al., 2006). 
 
TABELA 2: Genes relacionados com moléculas indutoras e fatores de transcrição 
que participam da diferenciação celular no desenvolvimento de suturas. 







Faltam estudos subsequentes 
 





Mutações em FGFR2 estão 
relacionadas à 
craniossinostose sindrômica. 
Wilkie et al; 
2001 
 MSX-2 Mutações estão relacionadas à 
craniossinostose sindrômica 
Jabs et al; 1993 
 RUNX2 Relacionado à diferenciação do 
osteoblasto1; quando 
quadruplicado associado a 
craniossinostose multisututal2 
Greives et al; 
2013 
Lian et al; 2013 
 TGFβ A expressão de TGFβ2 exerce 
papel na craniossinostose em 
coelhos1. Alta expressão de 
TGFβ3 está relacionada ao 
fechamento sutural2. 
Opperman et al; 
1997 
Rott et al; 1997 
 BMP3 Baixa expressão está 
relacionada ao fechamento 
sutural precoce 
Nacamuli et al; 
2005 




Jacob et al; 
2007 
Osteoclasto RANK A expressão do receptor RANK 
pelo osteoclasto e sua 
interação com o ligante RANK-
L do osteoblasto é fundamental 
para a sobrevivência do 
osteoclasto nas margens das 
suturas. 
Lee et al; 2011 








Neste trabalho, nossa proposta foi, por meio de um projeto interinstitucional, 
buscar fatores genéticos relacionados a doenças do tecido conjuntivo com sugestão 
de etiologia genética a partir da análise de pacientes afetados. Para tanto, 
escolhemos duas patologias que envolvem o tecido conjuntivo denso derivado do 
mesênquima: 1. a tendinopatia do tendão tibial posterior, que está associada ao pé 
plano adquirido no adulto, onde se observa significativa perda da função deste 
tendão e dor crônica; e 2. a craniossinostose, que decorre da ossificação precoce 
das suturas localizadas entre os ossos craniais com consequências que vão desde 
alterações anatômicas na caixa craniana até anormalidades neurológicas e faciais. 
A insuficiência do tendão tibial posterior causa significativa perda funcional, 
dor e osteoartrose secundária das articulações do retropé (POMEROY et al., 1999). 
Ocorre com uma frequência três vezes maior no sexo feminino, com média de idade 
para início dos sintomas aos 40 anos e é mais comum em euroderivadas, obesas e 
hipertensas (DELAND et al., 2005). Diversos fatores etiológicos são propostos para 
explicar a síndrome, tais como: a presença de pé plano congênito (MANN, 1993; 
FUNK et al., 1986), o impacto no túnel osteofibroso (JAHSS, 1991), a presença do 
osso navicular acessório (KIDNER, 1933), a região hipovascular do tendão (FREY et 
al., 1990, HOLMES; MANN, 1992) e a demanda mecânica aumentada (POMEROY 
et al., 1999). Entretanto, o conhecimento dos fatores mecânicos, vasculares e 
neurológicos apresentam alcance limitado na explicação etiológica de muitos casos 
(RILEY, 2004). 
 Características individuais podem predispor a lesões do aparelho locomotor, 
sugerindo que fatores intrínsecos do paciente desempenham papel etiológico 
importante. Assim, parece existir um grupo de indivíduos com carga genética que 
lhes confere maior suscetibilidade para desenvolver doenças do tendão 
(POSTHUMUS et al., 2009a; COLLINS; RALEIGH, 2009). 
Alguns autores já demonstraram a influência de polimorfismos genéticos nas 
tendinopatias e provavelmente esses influenciam a degeneração tendínea por meio 
do efeito acumulado de múltiplos polimorfismos, envolvendo interações complexas 
entre diversos genes (ADAMO et al., 2001). Entretanto, para entender a importância 
de cada alelo polimórfico, é necessário avaliar a contribuição de cada polimorfismo 
no fenótipo da doença (MAGRA; MAFULLI, 2008). 
O trabalho de Mokone e colaboradores (2005) foi um dos primeiros a 




parcialmente, por alterações genômicas. A análise de um microsatélite no gene da 
tenascina-C, caracterizado pela repetição de uma sequência de guanina-timina (GT), 
indicou que os indivíduos com os alelos de 12 e 14 repetições apresentam um risco 
seis vezes maior de desenvolver lesões no tendão calcâneo - tendão de Aquiles. 
Nos últimos 10 anos, diversos estudos comprovam a influência da etiologia da 
insuficiência dos tendões, tal como ocorre na tendinopatia do tendão de Aquiles 
(SEPTEMBER et al., 2009; COLLINS; RALEIGH, 2009; RALEIGH et al., 2009; 
POSTHUMUS et al., 2010; HAY et al., 2013; EL KHOURY et al., 2013), na ruptura e 
insuficiência do ligamento cruzado anterior (POTHUMUS et al., 2009b; MALILA et 
al., 2011; FICK et al., 2013; STEPIEN-SLODKOWSKA et al., 2013; STEPIEN-
SLODKOWSKA et al., 2015), na doença do manguito rotator (MOTTA et al., 2014; 
TEERLINK et al., 2014) e na síndrome do túnel carpal relacionada ao tendão dos 
flexores (BURGER et al., 2014 e 2015).  
Nosso grupo foi o primeiro a estudar a associação de marcadores genéticos e 
a tendinopatia do tibial posterior. Nós mostramos que o polimorfismo único de 
nucleotídeo (SNP) C-799T (rs11225395) no gene da MMP-8 está associado com 
tendinopatia primaria do tibial posterior (GODOY-SANTOS et al., 2014). Os 
resultados sugerem que os indivíduos com o alelo T tem um risco maior de 
desenvolver esta tendinopatia. Em outro estudo (GODOY-SANTOS et al., 2013), o 
SNP rs1799750 no gene da MMP-1, o qual é caracterizado pela inserção de uma 
base guanina (G) na posição -1607, criando dois alelos diferentes (1G ou 2G), 
também foi associado com insuficiência do tibial posterior na mesma população, 
sendo o alelo 2G um fator de risco. Os resultados confirmam um papel importante 
das metaloproteases no processo da tendinopatia.  
Coletivamente, esses estudos sugerem que, quando testados 
individualmente, a variabilidade genética pode influenciar a tendinopatia e explicar 
alguns dos fatores de risco inter-individuais. No entanto, quando vários 
polimorfismos dentro de um ou vários genes são estudados simultaneamente, em 
haplótipo e em combinação, os resultados têm o potencial de ser muito mais robusto 
e revelar o efeito aditivo de polimorfismos.  
Além disso, a MMP-1 tem atividade enzimática sobre todos os tipos de 
colágeno, especialmente sobre a tripla helice dos colágenos I e III (VINCENTI et al., 




alterados na tendinopatia do tibial posterior. Acreditamos que polimorfismos em 
MMP-1 podem alterar o padrão de colágenos do tibial posterior levando a um risco 
maior do desenvolvimento de tendinopatia.  
Diante disso, julgamos interessante o estudo de polimorfismos em MMP-1, 
isoladamente e em haplótipo, buscando identificar possíveis marcadores genéticos 
relacionados à tendinopatia. O interesse do grupo é catalogar diferentes 
polimorfismos relacionados com a tendinopatia primária, uma vez que o perfil 
genômico possibilita a identificação de indivíduos susceptíveis e auxilia a 
compreensão desta patologia. 
Em relação às craniossinostoses, ou cranioestenoses, resultado da 
ossificação precoce de uma ou mais suturas craniais, existem muitos casos com o 
componente genético desconhecido.  
As craniossinostoses são anomalias craniofaciais que podem acometer o 
indivíduo desde a vida intrauterina. A patologia se deve ao adiantamento da 
ossificação intramembranosa ou endocondral dos ossos chatos do crânio e pode 
aparecer como um transtorno isolado ou como manifestação componente de uma 
forma sindrômica (BEEDERMAN et al., 2014). Quando uma sutura se fecha 
prematuramente, o crânio não cresce na direção perpendicular a sutura afetada, o 
que resulta em deformidades cranianas. O tipo da deformidade dependerá de qual 
sutura foi fechada prematuramente (Apêndice 1). Estas patologias são 
anormalidades comuns do desenvolvimento craniofacial e constituem uma 
importante causa de morbidade infantil (WILKIE et al., 2001). 
A forma não sindrômica de craniossinostose é a mais prevalente, 70-85% 
dos casos, e normalmente está associada à ossificação precoce de apenas uma 
sutura (MARSH et al., 2006). Quanto à etiologia são descritos casos de natureza 
ambiental, multifatorial e genética. Forças mecânicas anormais no crânio em 
desenvolvimento, como a compressão do útero (HIGGINBOTTOM et al., 1980) e uso 
do anticonvulsivante ácido valpróico durante o início da gravidez (VALENTIN et al., 
2008; CHABROLLE et al., 2001) estão relacionados à etiologia ambiental de alguns 
casos já descritos. 
A craniossinostose não sindrômica pode ainda estar associada a 




ROJAS-PEÑA e colaboradores (2014) sugerem que o padrão de expressão gênica 
na craniossinostose não sindrômica é heterogêneo e complexo. 
Os estudos moleculares já realizados têm evidenciado a influência de 
mutações em genes relacionados com o controle do desenvolvimento e a 
diferenciação celular, o que é esperado uma vez que as suturas cranianas são 
estruturas anatômicas temporárias que devem se diferenciar de tecido conjuntivo 
propriamente dito denso modelado a tecido ósseo ao longo da infância. 
A análise de 26 pacientes com craniossinostose do tipo braquicefalia revelou 
uma mutação no gene do Receptor do Fator de Crescimento do Fibroblasto do tipo 3 
(FGFR3), região P250R, em 8 indivíduos (MOLONEY et al., 1997). Outro estudo 
relatou mutação pontual em FGFR2, região A315S, em paciente com 
craniossinostose do tipo plagiocefalia (JOHNSON et al., 2000). Em avaliação de 29 
portadores de craniossinostose do tipo escafocefalia foi constatada mutação pontual 
em FGFR2, região A315T, em um dos avaliados (WEBER et al., 2001). Mutações no 
gene da efrina A-4 (EFNA4), regiões H60Y e P117T, foram reportadas em paciente 
com fechamento precoce na sutura coronal (PASSOS-BUENO et al., 2008; MERRIL 
et al., 2006).  
Os pacientes envolvidos neste estudo são portadores da forma de 
craniossinostose denominada de trigonocefalia, que decorre do fechamento precoce 
das suturas metópicas. Pacientes com esta doença já foram descritos como 
portadores de mutação pontual em FGFR1, região I300T, (KRESS et al., 2000), 
microdeleção no gene do receptor da proteína tirosina fosfatase tipo D (PTPRD) 
(CHOUCAIR et al., 2015), microdeleção no gene regulador de sinalização por 
proteínas G-7 (RGS7) (MEFFORD et al., 2010), deleções parciais em 11q 
(LEWANDA et al., 1995), 9p (CHRIST et al., 1999), 7p (CHOTAI et al.,1994) e 9q 
(MEFFORD et al., 2010) e duplicação parcial em 6p (MEFFORD et al., 2010). 
Entretanto, muitos portadores de craniossinostose não apresentam as mutações 
acima descritas, o que caracteriza a complexidade que envolve a diferenciação 
celular durante a morfogênese sutural e a necessidade de novos estudos.  
Embora até o momento não haja evidências da associação de 
craniossinostose em humanos com mutações em genes da família wingless-type 




desenvolvimento de derivados do tecido conjuntivo (CADIGAN; NUSSE, 1997), nós 
acreditamos que mutações nestes genes podem estar relacionadas a esta doença. 
A expressão de WNT9A em osteoblastos no crânio em desenvolvimento foi relatada 
em trabalho desenvolvido por Zhou et al., (2009). Esta molécula atua via sinalização 
parácrina e está associada à fusão dos processos palatinos medianos na formação 
da face (DOUGHERTY et al., 2013), ao desenvolvimento de primórdios 
cartilaginosos na morfogênese da mandíbula (CURTIN et al., 2011), e pode induzir à 
diferenciação de cartilagem ectópica na sutura sagital, quando expressa de forma 
anômala (SPATER et al., 2006).  Além disso, outro membro da família WNT, o 
WNT3A, quando injetado acima da calvária em desenvolvimento resultou em 
completa degradação da cartilagem e ossificação precoce em camundongos (ZHOU 
et al., 2009).  
Neste trabalho fizemos o uso de distintas tecnologias no intuito de encontrar 
respostas a respeito de alterações genéticas em humanos portadores de doenças 
do tecido conjuntivo. O estudo da genética da craniossinostose envolveu a técnica 
do microarranjo (microarray), uma das mais modernas entre as utilizadas para a 
triagem e mapeamento de alterações cromossômicas submicroscópicas. A análise 
da tendinopatia do tibial posterior, por sua vez, ocorreu por meio de técnicas 
clássicas tais como a PCR (reação em cadeia da polimerase) e o RFLP 
















De acordo com a literatura atual, a descrição etiológica de muitas doenças 
dos tecidos conjuntivos humanos tem sido revista e atualizada. Sabe-se que a 
tendinopatia do tibial posterior e a craniossinostose são doenças que apresentam 
um componente de natureza genética importante. Posto isso, a hipótese desta tese 
é que ambas as patologias apresentam fatores genéticos ainda desconhecidos. Em 
relação à tendinopatia do tibial posterior, tendo como base estudos preliminares, 
acreditamos que a doença pode estar associada a polimorfismos em genes que 
controlam a organização da matriz extracelular tendínea, como o que codifica a 
metaloprotease de matriz extracelular do tipo 1 (MMP-1). No que se refere à 
craniossinostose, nossa hipótese é que genes relacionados ao controle da 
diferenciação celular no tecido conjuntivo possam estar mutados e devem ser 


















3 OBJETIVOS GERAIS  
 
Analisar geneticamente portadores de tendinopatia primária do tibial 
posterior e portadores de craniossinostose não sindrômica. 
 
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Possibilitar o intercâmbio científico entre a Universidade Federal do Paraná, a 
Universidade de São Paulo e a Universidade de Brasília.  
b) Investigar a influência de polimorfismos na região promotora do gene da MMP-
1 (rs1144393), na insuficiência primária do tendão tibial posterior. 
c) Investigar a combinação haplotípica dos polimorfismos -1607 e -519 
(rs1799750 e rs1144393) da MMP-1 e o risco de tendinopatia primária no tibial 
posterior em mulheres. 














4.1 AVALIAÇÃO GENÉTICA DE PORTADORES DE TENDINOPATIA DO TIBIAL 
POSTERIOR 
 
4.1.1 Aprovação em Comitê de Ética em Pesquisa  
O protocolo experimental foi avaliado e aprovado pela Comissão Científica 
do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo (USP) sob o número 708, pela Comissão de Ética para 
Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clínicas da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo sob o número 0901/09 e pela Comissão 
Científica da Universidade Federal do Paraná sob o número 200923474 (ANEXO 1). 
 
4.1.2 Seleção dos pacientes 
150 pacientes do Grupo de Pé e Tornozelo do Departamento de Ortopedia e 
Traumatologia do Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo foram 
recrutados para este trabalho. Estes pacientes foram identificados segundo idade, 
sexo, índice de massa corpórea, diagnóstico da doença, antecedentes pessoais de 
doenças sistêmicas e infecciosas, antecedentes familiares de doenças inflamatórias 
e informação sobre a presença prévia de pé plano. Após explicação sobre os 
objetivos do trabalho os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e 
esclarecido (ANEXO 2). 
Foram divididos em dois grupos: Grupo-Teste: 50 mulheres com 
diagnóstico clínico e anatomopatológico de lesão degenerativa primária do tendão 
tibial posterior. Grupo-Controle: 100 mulheres assintomáticas e com tendão tibial 
posterior íntegro na ressonância magnética. 
Pacientes de ambos os grupos apresentaram boas condições sistêmicas e 
ausência dos seguintes critérios de não inclusão: doença reumatologica, 
imunológica, diabetes, doença hepática e renais, infecções ou lesão previa ou atual 
na topografia do pé e tornozelo, obesidade superior ao grau I, sexo masculino. 
O estudo do polimorfismo genético foi realizado no Departamento de 




processamento do material celular não teve conhecimento do grupo ao qual fazia 
parte o voluntário. 
 
4.1.3 Obtenção e Extração do DNA 
O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal 
de acordo com o procedimento descrito por TREVILATO e LINE (2007). O material 
foi transportado por empresa credenciada, conforme o Procedimento Operacional 
Padrão da Agência Nacional de Vigilância Sanitária. A extração do DNA foi realizada 
conforme protocolo de AIDAR e LINE (2007). Após extração, o DNA foi mensurado 
por espectrofotometria na densidade ótica de 260/280 nm. 
 
4.1.4 PCR e RFFP 
  O genótipo MMP-1 foi determinado pelos métodos de PCR e RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Os oligonucleotídeos iniciadores de 
PCR utilizados para amplificar a região de interesse de MMP-1 foram: Foward: 5´-
CATGGTGCTATCGCAATAGGGT-3´ e Reverse: 5´-
TGCTACAGGTTTCTCCACACAC-3´. 
A reação de PCR foi realizada num volume final de 15 ul, contendo 
aproximadamente 400 ng de DNA, 8 L de taq Green (Amersham Pharmacia-
Biotech, Uppsala, Sweden) e 200pmol de cada primer. Uma mistura com todos os 
reagentes foi submetida a uma desnaturação inicial por 3 minutos; seguida de 35 
ciclos com desnaturação a 95oC, anelamento a 45 oC e extensão a 72oC, 1 minuto 
em cada temperatura.  
O fragmento amplificado foi submentido à digestão por enzima de restrição; 
técnica de RFLP. Para tanto, uma alíquota de 10 L de cada produto de PCR foi 
digerida com 1 unidade da enzima de restrição KpnI (-519 A/G) (New England 
Biolabs Inc.) por 16 horas a 37oC.  
 
4.1.5 Eletroforese 
As sequências amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por 
eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a 10% a 20 mA em TBE 1x (89 mM 
de Tris-Borato, 89 mM de ácido bórico e 2 mM de EDTA).  
O polimorfismo na posição -519 da MMP-1 é caracterizado pela substituição 




G. A enzima de restrição KpnI reconhece o alelo A e na presença deste o produto de 
PCR (200 pares de bases) é digerido em duas partes (176 e 24 pares de bases). Na 
eletroforese, o alelo G foi representado por uma banda de DNA de 200 pares de 
bases, o alelo A por uma banda de DNA de 176 pares de bases, enquanto o 
heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (200 e 176 pares de 
bases). Durante a eletroforese, a banda com 24 pares de bases saía do gel.  A 
visualização das bandas de DNA foi realizada em aparelho de análise de imagens 
Chemidoc – XRS e software Quantity One – SW (BioRad) (FIGURA 1).  
 
FIGURA 1: GEL RFLP DO POLIMORFISMO -519 DA MMP-1. Amostras 1, 2, 3 com padrões de 
banda para os genótipos do polimorfismo -519 da MMP-1.   
 
4.1.6 Análise em haplótipo 
Para a análise do haplótipo da MMP-1 (-1607 e -519) foi necessário 
aumentar a análise das amostras da MMP-1 -1607realizada em estudo anterior para 
o pareamento dos voluntários. Para tanto foi realizada reação de PCR-RFLP de 
maneira semelhante ao descrito anteriormente. Os oligonucleotídeos iniciadores 
utilizados foram Forward: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT e Reverse: 
TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC, a temperatura de anelamento foi de 
550C. Para RFLP utilizou-se a enzima de restrição XmnI a 37oC.  
O polimorfismo na posição -1607 da MMP-1 é caracterizado pela inserção 
de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou 2G). A enzima de 
restrição XmnI reconhece o alelo 1G e na presença deste o produto de PCR (118 
pares de bases) é digerido em duas partes (89 e 29 pares de bases). Na 
eletroforese, o alelo 2G foi representado por uma banda de DNA de 118 pares de 
bases, o alelo 1G por uma banda de DNA de 89 pares de bases, enquanto o 
heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (118 e 89 pares de 





4.1.7 Análise estatística  
A idade dos pacientes dos grupos da amostra, considerada como variável 
independente, contínua e com distribuição não normal, foi analisada através do teste 
U de Mann Whitney, que não identificou diferença significativa entre os dois grupos 
estudados (p=0,0839); sendo a média de idade do grupo controle de 52 anos 
(variação de 47 a 56 anos) e do grupo teste de 53 anos (variação de 48 a 56 anos). 
 O índice de massa corpórea e hipertensão considerados como variável 
independente, categórica e com distribuição não normal, foram analisados através 
do teste Exato de Fisher, que não identificou diferença estatística entre os dois 
grupos estudados (p=0,721 e p=0,749 respectivamente). 
Em relação ao questionamento sobre a presença de pé plano desde a 
maturidade esquelética – fim da adolescência – a resposta foi positiva em 30% dos 
indivíduos do grupo teste e em 32% dos indivíduos do grupo controle. 
A associação entre os polimorfismos genéticos estudados e a tendinopatia 
primária do tendão tibial posterior foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado, ao nível de 
significância de 5%. O programa ARLEQUIN (v. 2.0) foi utilizado para verificar se a 
população estudada estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
A análise estatística da estimativa de haplótipos foi realizada utilizando o 
software SNPstats de livre acesso no endereço eletrônico: 
http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm. 
 
4.2 AVALIAÇÃO GENÉTICA DE PORTADORES DE CRANIOSSINOSTOSE NÃO 
SINDRÔMICA  
 
4.2.1 Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa  
A parte do projeto que se refere ao estudo da craniossinostose não 
sindrômica foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, sob o protocolo CEP-FM 
081/2009 de 25 de novembro de 2009 (ANEXO 3). 
 




Foram estudados 13 indivíduos atendidos pelo serviço de genética do 
Hospital Universitário de Brasília portadores de craniossinostose não sindrômica. Os 
responsáveis pelos pacientes preencheram o termo de consentimento livre e 
esclarecido (ANEXO 4). 
Para realização do microarranjo foram coletados de cada paciente 4 ml de 
sangue periférico em tubo contendo EDTA como anticoagulante. 
 
4.2.3 Cariótipo – bandeamento GTG 
Para a identificação cromossômica foi utilizada a técnica de bandamento 
GTG descrita por SEABRIGHT (1971), com modificações. As lâminas foram tratadas 
com 2XSSC, pH 7,0 por 15 minutos a 60oC. Em seguida foram lavadas em água 
destilada e tratadas com uma solução de tripsina (1:250) (Difco Laboratories, 
Sparks, EUA) em tampão fosfato Sörensen, pH 6,8, a 37oC por 10 segundos a um 
minuto, dependendo da idade da lâmina. A seguir as lâminas foram lavadas em 
água destilada e coradas por 2 a 3 minutos com uma solução a 2% do corante de 
Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha), em tampão fosfato Sörensen, pH 6,8. As 
lâminas foram lavadas em água destilada e secas ao ar. A análise do cariótipo foi 
realizada pela equipe de médicos geneticistas do Hospital Universitário de Brasília. 
 
4.2.4 Busca de alterações cromossômicas submicroscópicas por CGH Array 
O exame de cariótipo, historicamente realizado para a triagem de alterações 
cromossômicas, possui resolução de até 4-10 Mb. Assim, para a detecção de 
alterações cromossômicas menores são necessárias técnicas com maior poder de 
resolução.  
A técnica de CGH-array (arranjo de DNA por hibridação genômica 
comparativa) permite analisar microdeleções ou microduplicações, simultaneamente, 
em milhares de sequências alvo do genoma. Esta técnica utiliza como alvo de 
hibridação um conjunto de sondas (oligonucleotídeos), com localização previamente 
conhecida nos cromossomos, organizados em alta densidade em um chip 
(GeneChip®) de DNA (HASTINGS et al., 2009; WAIN et al., 2009). A investigação da 
presença de alterações cromossômicas submicroscópicas por CGH-array em 
pacientes com crâniossinostose não sindrômica foi feita utilizando a plataforma 
CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA) e as configurações disponíveis no 




microarranjos de DNA contendo 550.000 sondas não polimórficas para variante de 
número de cópias (CNVs) de regiões codificantes e não codificantes do genoma 
humano, cobrindo uma distância média de 1 Kb, e cerca de 200.000 SNPs. O 
sistema todo inclui os oligonucleotídeos pré-arranjados em GeneChip®, conjunto de 
38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridização, lavagem, coloração, leitura 
e visualização dos microarranjos, e programa computacional necessário para a 
identificação dos SNPs e das CNVs.  
 
4.2.5 Preparação do DNA genômico 
Seguindo os padrões recomendados pelo fabricante quanto à estrutura de 
trabalho, condições e materiais utilizados foi dada sequência ao protocolo do CGH-
array para a análise das amostras, que tem início com a normalização das amostras 
para a concentração final de 50 ng/μL de DNA diluído em Low EDTA TE buffer 
(Affymetrix, EUA). Utilizou-se o protocolo estabelecido para grupo de 8 reações 
contando com 6 amostras, um controle positivo e um controle negativo, fornecidos 
pelo kit utilizado no procedimento. 
 
4.2.6 Digestão com Nsp I, ligação de adaptadores e amplificação por PCR 
Os DNAs dos pacientes e controles foram submetidos à digestão em sítios 
específicos com a enzima Nsp I (Affymetrix, EUA) para a obtenção de fragmentos de 
DNA de tamanhos variados e posterior ligação de adaptadores com a T4 DNA 
Ligase (Affymetrix, EUA), preparando a amostra para a amplificação através da 
reação da PCR.  
Foi utilizada uma mistura de 5 μL de DNA (50ng/μL), 11,55 μL de água 
(Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water), 2,00 μL de tampão da Nsp I (10X), 0,20 
μL de albumina bovina sérica (BSA) (100X) e 1,0μl da enzima Nsp I (10 U/μL). A 
seguir, a mistura foi colocada no termociclador MyCycler® (Bio-Rad, EUA) por duas 
horas a 37ºC e 20 minutos a 65ºC. Os produtos da digestão foram armazenados a -
20ºC. 
A seguir, foi realizada a ligação dos fragmentos de DNA a adaptadores 
específicos, com a mistura de 0,75 μL de adaptador Nsp I (50 μM), 2,50 μL de 
tampão da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 μL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/μL). A 




minutos a 70ºC. Os produtos da reação de ligação foram diluídos com 75μL de água 
e foram armazenados a -20ºC até o próximo passo.  
Foram feitas quadruplicatas das reações da PCR de cada amostra para 
aumentar a quantidade do DNA genômico. Os fragmentos de DNA ligados a 
adaptadores Nsp I foram submetidos à reação da PCR com a utilização de 39,5μL 
de água, 10,0 μL de tampão da TITANIUMTM Taq (10X), 20,0 μL de reagente GC-
Melt, 14,0 μL de mistura de dNTP’s  (2,5mM cada), 4,5μL do iniciador PCR Primer 
002 (100μM) (Clontech, EUA) e 2,0 μL da enzima TITANIUMTM Taq DNA polimerase 
(50X) (Clontech, EUA). Foram colocadas em um termociclador VeritiTM onde as 
reações tinham 1 ciclo de incubação a 94ºC (3 minutos), 30 ciclos de 94ºC (30 
segundos), 60ºC (45 segundos) e 68ºC (15 segundos) e um último ciclo de 68ºC (7 
minutos).  
O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 2% corado com 
brometo de etídio. O tamanho dos fragmentos deve ser de cerca de 150 a 2000 
pares de bases (pb), confirmando o sucesso da digestão, ligação e PCR, permitindo 
a sequência do protocolo (FIGURA 2). Os produtos das PCRs foram armazenados a 
-20ºC até o próximo passo.  
 
FIGURA 2: PCR APÓS DIGESTÃO COM NSP 1. Na primeira coluna (L) DNA Ladder de 50 a 
2000pB. Da segunda para a oitava coluna, amostras dos pacientes analisados. C+ e C- se referem 
aos controles positivo e negativo da reação. 
 
4.2.7 Mistura dos produtos de PCR, purificação e quantificação. 
Os produtos das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos 
em um único tubo (volume final 397 μL) e os fragmentos de DNA foram capturados 




centrifugação, as esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua 
superfície foram selecionadas por força magnética na MagnaRackTM (Life 
Technologies, EUA), lavadas com tampão da purificação (Affymetrix, EUA) e, 
finalmente, os DNAs eluidos em tampão de eluição (Affymetrix, EUA) para um 
volume final de 47 μL. O material foi quantificado no espectrofotômetro NanoVue 
Plus. Para continuação do protocolo, cada amostra deve apresentar valores de 
concentração de DNA ≥ 3.0 μg/μL. Os produtos das PCRs purificados foram 
armazenados a -20ºC até o próximo passo. 
 
4.2.8 Fragmentação dos produtos das PCRs 
Os produtos das PCRs inicialmente foram misturados com 10 μL do mix de 
fragmentação que é cuidadosamente preparado com 123.5 μL de água, 158,4 μL de 
tampão de fragmentação 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 μL do reagente de 
fragmentação (2,5 U/μL). A mistura foi colocada no termociclador VeritiTM por 35 
minutos a 37ºC e 15 minutos a 95ºC. A fragmentação (volume final: 55 μL) foi 
observada pela presença de fragmentos entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel 
de agarose 4% corado com brometo de etídio (FIGURA 9). Os fragmentos obtidos 
foram armazenados a -20ºC até o próximo passo. 
 
FIGURA 9: FRAGMENTAÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR. Na primeira coluna (L) DNA Ladder de 50 
a 2000pB. Da segunda para a sétima coluna, amostras dos pacientes analisados. C+ se refere ao 
controle positivo da reação. O rastro intenso baixo de DNA representa o sucesso da reação de 
fragmentação. 
 
4.2.9 Marcação do DNA fragmentado com biotina  
A marcação das amostras foi realizada com a mistura de 51 μL do DNA 
fragmentado e 19,5μL da mistura de marcação formada por 14,0 μL de tampão 




DNA 30mM (biotina) e 3,5μL da enzima TdT (30 U/μl). A mistura foi colocada em um 
termociclador VeritiTM por quatro horas a 37ºC e 15 minutos a 95ºC. O DNA marcado 
com biotina foi armazenado a -20ºC até o próximo passo. 
 
4.2.10 Hibridação 
Primeiramente foi preparada a mistura de hibridização com os tampões de 
hibridização parte 1 (165,0 μL), parte 2 (15,0 μL), parte 3 (7,0 μL) e parte 4 (1,0 μL), 
mais 2,0 μL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, EUA). Em seguida foi 
realizada a mistura de 70,5 μL de DNA biotinilado e 190 μL da mistura de 
hibridização. Esta mistura foi aquecida no termociclador VeritiTM a 95ºC por 10 
minutos e resfriada a 49ºC até o próximo passo. Ainda no termociclador, 200μl da 
mistura desnaturada foi depositada imediatamente em cada um dos GeneChip® com 
os oligonucleotídeos pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA são incubados em 
forno de hibridização (modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA)  a 50ºC 
durante 16 a 18 horas a 60 rpm. 
 
4.2.11 Lavagens dos GeneChip® e marcação com fluoróforos 
 A lavagem e marcação dos GeneChip® foi realizada, quatro por vez, na 
estação automatizada Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) que foi previamente 
abastecida com os tampões de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais água 
deionizada. Foram preparados também os tubos separados contendo os tampões de 
marcação 1 (500 μL), 2 (500 μL) e 800 μL de holding buffer (Affymetrix, EUA) que 
apresentam em suas formulações os elementos essenciais (estreptavidina, 
ficoeritrina - SAPE e anticorpo biotinilado antiestreptavidina) para a formação da 
fluorescência durante a leitura dos GeneChip® com o laser. Em seguida, os 
GeneChip® são retirados do forno de hibridização e, imediatamente, colocados 
(quatro por vez) na estação fluídica onde as sequências de lavagens e marcações 
dos microarranjos contidos nos chips por fluoróforos são automatizadas sob controle 
do software Affymetrix GeneChip® Command Console™ (AGCC) versão 3.2.2 
(Affymetrix, EUA). 
 
4.2.12 Escaneamento dos GeneChip®, captação de imagens e análise no software 




Os chips com microarranjos foram colocados no GeneChip® Scanner 3000 
7G (Affymetrix, EUA), gerenciado pelo programa AGCC. As imagens geradas pela 
excitação dos fluoróforos (ficoeritrina) captadas pelo digitalizador foram submetidas 
primeiramente à análise de controle de qualidade geral (QC) por meio do programa 
Genotyping Console versão 3.2.2 (Affymetrix, EUA). A imagem dessa leitura pode 
ser observada com o programa de visualização Affymetrix GeneChip Viewer 
(Affymetrix, EUA), onde também se podem verificar os controles positivos do sistema 
de forma a se comprovar que as condições de hibridização do microarranjo foram 
adequadas. 
Após estes procedimentos, utilizando o software Chromosome Analysis 
Suite (ChAS) versão 1.2.2 (Affymetrix, EUA) é possível visualizar e analisar as 
alterações cromossômicas (duplicações, deleções, CNVs, mosaicismo, perda de 
heterozigosidade) ao longo do genoma de cada amostra. O programa é oferecido 
gratuitamente no sítio do fabricante (www.affymetrix.com) e trabalha com a interface 
do Windows 7. Ele permite analisar arquivos no formato .CEL gerados pelo software 
de leitura (Affymetrix CytoScan® Arrays) dos GeneChip®, visualizar os dados 
resultantes da análise da hibridização (arquivos CYCHP) sumarizados em forma de 
tabelas e gráficos, visualizar os dados (arquivos CNCHP) da plataforma (CytoScan™ 
HD Array) com a qual são comparados os dados das amostras. O software permite, 
ainda, criar e customizar parâmetros e regiões para uma análise específica, aplicar 
filtros para todo o genoma ou regiões de interesse específico para remover 
informações não relevantes, realizar análises comparativas entre diferentes 
amostras, além de acessar os principais bancos de dados externos (NCBI, UCSC 
Genome Browser, Ensembl, OMIM®). Como todo este conjunto de ferramentas da 
bioinformática disponíveis, a habilidade do pesquisador é que vai permitir buscar e 
compreender as alterações de relevância clínica dentre a grande quantidade de 






































































































































Figure 1: (a) Patient at age 19 years old showing mild facial dysmorphisms. (b) Metaphase after G-
banding showing 1q41q43 duplication. Red arrows point to duplicated chromosome 1. Blue arrow 
points to normal chromosome 1. (c) Mapping of the duplication on a 60k oligo array. (d) 
Determination of orientation of the duplication by double-colored FISH. Hybridization with probes 
RP11-239E10 (green) and RP11-87P4 (red) showing the direct orientation of the 1q41q43 duplication 






Figure 2: (a) Patient at age 18 months showing facial dysmorphisms. (b) Metaphase after G-banding 
showing 1q42q44 duplication. Left- Normal chromosome, Right – Duplicated chromosome. (c) 
Mapping of the duplication on a 60k oligo array. (d) Hybridization with TelVysion 1p SpectrumGreen 
and TelVysion 1q SpectrumOrange probes confirmed the inverted orientation of the 1q42q44 










7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
De acordo com a revisão apresentada na introdução desta tese, atualmente 
muitos estudos têm sido conduzidos no sentido de analisar as alterações genéticas 
e moleculares relacionadas à origem, ao desenvolvimento e às consequências das 
doenças do tecido conjuntivo. As conclusões obtidas por meio destes estudos têm 
mudado a visão da medicina a respeito da etiologia de muitas doenças e são 
precedidas de discussões que convergem e integram distintas áreas da ciência. 
Este trabalho promoveu a parceria de três importantes Universidades 
brasileiras: a Universidade Federal do Paraná, a Universidade de São Paulo e a 
Universidade de Brasília, na disponibilização da melhor infraestrutura para 
oportunizar o estudo genético de duas importantes doenças do tecido conjuntivo: a 
tendinopatia do tibial posterior e a craniossinostose. A parceria permitiu o 
treinamento na execução de diferentes metodologias de análise genética e 
oportunizou o diálogo com especialistas em diferentes áreas na tentativa de conduzir 
a discussão de nossos resultados.   
A partir da análise de nossos resultados podemos concluir que o polimorfismo 
rs1144393 na região promotora (-519) do gene da metaloprotease de matriz 
extracelular do tipo 1 (MMP-1), está associado à tendinopatia primária do tibial 
posterior e pode ser utilizado como marcador genético de risco à insuficiência do 
tendão tibial posterior. Além disso, a combinações haplotípicas dos polimorfismos da 
MMP-1 (-1607 e -519) (rs1799750 e rs1144393) influenciam a tendinopatia primária 
no tibial posterior em mulheres, sendo, os haplótipos G-2G e A-2G de risco a esta 
tendinopatia. 
Os resultados demonstram que o método de extração de DNA utilizado foi 
adequado para obtenção de quantidades suficientes de DNA. A amplificação dos 
fragmentos por técnica de PCR tiveram suas condições otimizadas e a escolha da 
enzima de restrição para a técnica de RFLP foi adequada para a análise dos 
polimorfismos estudados. Assim, com metodologia reprodutível, de baixo custo e 
pouco invasiva, foi possível identificar marcadores moleculares para pacientes com 




MMP-1 é uma colagenase intersticial cuja expressão desregulada pode 
causar prejuízo nos tecidos que possuem funções dependentes da organização da 
matriz extracelular.  Entre estes tecidos observa-se o conjuntivo propriamente dito 
do tipo denso, rico em colágeno, característico dos tendões. Na disfunção do tendão 
tibial posterior é observado aumento dos níveis de colágenos do tipo III, IV e V e 
diminuição de colágeno tipo I; o qual apresenta uma distribuição difusa e é envolvido 
por fibrilas do tipo III. Acreditamos que os polimorfismos estudados na MMP-1 
podem estar contribuindo para alterar os colágenos dos tipos I e III no tibial 
posterior, aumentando sua degradação e assim predispondo a tendinopatia desse 
tendão. Nosso estudo demonstrou que polimorfismos em MMP-1, isolados ou em 
haplótipo, estão associados à insuficiência do tendão tibial posterior.  
No estudo genético de portadores de craniossinostose não sindrômica foi 
possível avaliar, por meio de microarranjos de DNA, amostras de 13 indivíduos 
atendidos pelo serviço de genética do Hospital Universitário de Brasília, que não 
possuíam evidências de ligação entre a craniossinostose e as síndromes genéticas 
já conhecidas. Todos os pacientes haviam sido previamente submetidos à 
cariotipagem. Destes, em dois portadores de trigonocefalia, a forma de 
craniossinostose cuja origem está na fusão precoce da sutura metópica, foi 
observada duplicação parcial distal de um segmento do braço longo do cromossomo 
1. Ao analisar os genes contidos neste segmento, verificamos a presença de três 
deles que, devido a estudos anteriores, acreditamos estar envolvidos na etiologia da 
craniossinostose: WNT3A, WNT9A e RGS7. 
Por fim, entendemos que com a realização deste trabalho contribuímos para a 
literatura científica e reforçamos a relação entre a histologia, a patologia e a genética 
na caracterização de doenças do tecido conjuntivo. Devido à complexidade das 
patologias estudadas, futuros projetos devem ser realizados na tentativa de melhor 
caracterizá-las, entre eles o estudo funcional da expressão de WNT9A e WNT3A no 
desenvolvimento das suturas craniais e a análise de outros polimorfismos atuando 
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Classificação das craniossinostoses 
Tipos Suturas envolvidas 
Simples  
 Braquicefalia Coronal ou lambdoide 
 Escafocefalia Sagital 
 Trigonocefalia Metópica 
 Plagiocefalia Unilateral coronal ou lambdoidal 
Compostas  
 Acrocefalia (oxicefalia) Todas as suturas OU coronárias mais quaisquer outras 
 Kleeblattschadel (Dufresne, 
1992) 
Multiplas ou todas 
 
 
FORMAS DE CRANIOSSINOSTOSE. A, escafocefalia; B, trigonocefalia; C, plagiocefalia unilateral 
















HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ- UFPR 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL 
LEGAL 
1.NOME:.:........................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 
DATA DE NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO: .............................................. .........................Nº .......APTO: ....... 
BAIRRO:..........................................CIDADE  ....................... 
CEP:.......................TELEFONE: (............) ...................................... 
2. RESPONSÁVEL LEGAL.......................................................................................... 
Grau de parentesco .................................................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.............................SEXO:  M □   F □   





DADOS SOBRE A PESQUISA 
1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Papel do polimorfismo dos genes que 
expressam as metaloproteases na tendinopatia primária do tendão tibial posterior. 
 
2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 
RISCO MÍNIMO X   RISCO MÉDIO □ 







HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ- UFPR 
 
 As lesões dos tendões por degeneração têm explicações ligadas a 
traumatismos, a problemas de circulação sanguínea e problemas dos nervos, mas 
muitas doenças que levam à degeneração dos tendões ainda permanecem sem 
uma explicação médica adequada. Essas informações estão sendo fornecidas para 
sua participação voluntária neste estudo, que visa esclarecer os motivos que 
causam as degenerações dos tendões do pé. Por esse motivo, a possibilidade de 
causas genéticas para essas lesões precisam ser estudadas e o objetivo desse 
estudo é investigar a frequência dos genes em pacientes com diagnóstico de lesão 
do tendão tibial posterior, para verificar a possível relação entre o polimorfismo 
genético e o desenvolvimento dessa doença.  
 Esse estudo será feito com um único exame mediante coleta simples de 
saliva. Os pacientes selecionados farão bochecho com água e açúcar e, em 
seguida, cuspirão em um recipiente plástico pequeno. A leitura das informações 
genéticas presentes na saliva é exame de alta tecnologia não rotineiro no nosso 
meio. Não haverá outros exames ou procedimentos invasivos. 
 Não haverá desconfortos ou riscos na coleta e execução desse exame. 
 Em relação aos benefícios para os participantes, não há benefício direto para 
o participante; trata-se de estudo experimental testando a hipótese de que fatores 
genéticos interfiram na degeneração dos tendões. 
 Com esse estudo, poderemos concluir a presença de algum benefício aos 
pacientes. 
 Está garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da 
pesquisa, ao seu prontuário e aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 
esclarecimento de eventuais dúvidas. 
Os responsáveis pelo estudo são o Prof. Dr. Túlio Diniz Fernandes e a Profa 
Dra. Maria Cristina Leme Godoy dos Santos, que podem ser encontrados 
respectivamente nos endereços: Rua Ovídio Pires de Campos, n° 333, 3° andar, 




São Paulo, Capital, Brasil, pelo telefone 11-30696888 e Av. Cel. Francisco H dos 
Santos, s/n., Jardim das Américas, Departamento de Biologia Celular, sala 224, 
Curitiba, Paraná, Brasil pelo telefone 41-33611750. 
Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre 
em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) à Rua Ovídio Pires de 
Campos, 225 – 5º andar, telefone 3069 6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069 
6442, ramal 26. E-mail: cappesq@hcnet.usp.br 
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e 
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu 
tratamento na Instituição. 
É garantido aos participantes o direito de confidencialidade das informações 
obtidas no estudo, as quais serão analisadas em conjunto com as de outros 
pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum deles. 
É garantido o direito aos participantes de serem mantidos atualizados sobre os 
resultados parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos 
pesquisadores. 
Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 
incluindo exames e consultas, nem compensação financeira relacionada à sua 
participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo 
orçamento da pesquisa. 
Há compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e o material 
coletado somente para esta pesquisa. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li 
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Papel do polimorfismo dos 
genes que expressam as metaloproteases na tendinopatia primária do tendão tibial 
posterior”. 
Eu discuti com o Dr. Túlio Diniz Fernandes sobre a minha decisão em participar 
desse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 




tratamento hospitalar, quando necessário. Concordo, voluntariamente, em participar 
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou 
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que 
eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço.  
 
____________________________________  Data         /       /        
Assinatura do paciente / representante legal 
 
____________________________________  Data         /       /        
Assinatura da Testemunha 
(para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual.) 
 
(Somente para o responsável do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
____________________________________  Data         /       /        























Hospital Universitário de Brasília 
Secretaria de Estado de Saúde-SES 
Universidade Católica de Brasília 
Projeto de parceria Núcleo de Genética SES-DF, Ambulatório de Genética 
HUB/UnB e Universidade Católica de Brasília 
 
 
Projeto de Pesquisa: Implantação de um modelo baseado em Centros de Alta 
Tecnologia para o Diagnóstico Citogenético voltado aos serviços públicos em 
Genética do Distrito Federal 
 
Responsáveis: Profª. Dr. Rinaldo Wellerson Pereira (61-34487176) 
Profª. Juliana Forte Mazzeu (61- 34487222) 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Resolução 196/96) 
 
Eu, ______________________________________________________________ 
abaixo assinado, declaro ter ouvido e compreendido o presente termo de 
consentimento, que informa o seguinte: 
Meu filho(a) _________________________________________________________ 
está participando de minha livre e espontânea vontade, de uma pesquisa que visa 
avaliar a contribuição de diferentes testes genéticos no diagnóstico de doenças 
genéticas.  
A pesquisa será realizada a partir de análise de prontuários e amostra de sangue 
periférico.  
1. A pesquisa requer a coleta de 4-8 mL de sangue periférico com seringa e agulha 
descartáveis. A coleta está prevista para uma única vez mas poderão ser 




2. Tenho garantido antes e durante o curso da pesquisa, esclarecimentos sobre o 
procedimento e metodologia. 
3. Tenho assegurado o direito de abandonar a participação na pesquisa a qualquer 
momento, se assim desejar, bastando para isso comunicar a minha decisão ao 
líder do projeto. 
4. Está prevista a publicação dos resultados dessa pesquisa em relatórios parcial e 
final às instituições envolvidas (Universidade Católica de Brasília e Hospital de 
Apoio) e publicação em congressos e revistas científicas. Além disso, tenho 
garantido a não-utilização desses dados por qualquer outro projeto de pesquisa.  
5. O material coletado será utilizado apenas para a pesquisa em questão ficará sob 
a guarda do pesquisador responsável. 
6. O presente termo de consentimento foi elaborado em duas vias, sendo que uma 
cópia ficará comigo e a outra com a responsável da pesquisa. 
7. No caso de terem sido tiradas fotografias 
a. (  ) Concordo que sejam utilizadas em publicações científicas, se 
necessário 
b. (  ) Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da 
saúde. 












Pesquisador     Testemunha 
 
